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化活性。结果表明:李子果肉中总酚质量分数为 8.29%±1.30%,可溶性缩合单宁质量分数为 1.43% ±0.93%;构成
该单宁的黄烷-3-醇结构单元主要是表儿茶酚 ,在化学结构上属于原花青定类型 , 且大部分聚合物的结构单元之间存在
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李(PrunussalicinaLindl.),属蔷薇科 ,在我国广泛栽培。其果肉中含有多种氨基酸 ,果实 、根皮 、树







,分布于植物的皮 、根 、叶 、花和果实等
组织中 。缩合单宁又叫原花色素 ,是一类由黄烷-3-醇结构单元通过 4→8(或 4→6)C—C键缩合而形






















材料:李子 2007年 6月采于福建永泰。然后于 -20℃保存 。实验所用有机溶剂均为分析纯。本
实验室纯化得到的李子果肉缩合单宁(标准物);色谱填料 SephadexLH-20, Amersham公司;氯化铯 ,纯
度为≥ 99%, Fluka公司;氘代丙酮 ,氘代水 ,北化二厂;Dowex50×8～ 400强酸型阳离子交换树脂 ,二苯
基苦基肼自由基(DPPH·),抗坏血酸 ,均为 Sigma公司产品;水(一级水)。
仪器:UV-2100紫外可见分光光度计;FD-1冷冻干燥机 ,北京德天佑科技发展有限公司;Bruker
ReflexⅢ基质辅助激光解吸附飞行时间质谱仪 ,德国 Bruker公司;INOVA600MHZ高分辨核磁共振仪 ,
美国 Varian公司。
1.2　实验方法
1.2.1　单宁的提取与纯化　取李子果肉 200g,加入 500mL70%(体积分数 ,下同)的丙酮溶液后用组
织捣碎机捣碎 ,浸提 30min,重复提取 3次 。收集提取液在 30℃旋转减压蒸发除去丙酮 ,含有缩合单宁
的水相用正己烷萃取 3次后将水相冷冻干燥以得到缩合单宁粗提物 ,粗提物用少量 50%甲醇(体积分
数 ,下同)溶液溶解后上 SephadexLH-20色谱柱 ,用 50%甲醇溶液作洗脱液去杂 ,用 70%丙酮水溶液
洗脱并收集纯化的缩合单宁组分 。 30℃旋转减压蒸发除去丙酮 ,水相冷冻干燥 ,样品置于 -20℃下保
存备用 。纯化得到的李子果肉缩合单宁呈浅白色粉末。
1.2.2　样品溶液的制备　取 0.1g新鲜李子样品 ,与 2mL左右 70%丙酮溶液混合后研磨成浆 。转移
到 25mL容量瓶中 ,蒸馏水定容 ,室温下避光保存备用。
1.2.3　总酚的测定
[ 8]
　取 0.3mL样品溶液 ,加入 2.7mL蒸馏水后充分混匀。加入 1mL铁氰化钾溶
液 ,并立即加入 1mL含 1mol/L盐酸的三氯化铁溶液 , 混合完全后 ,置于 (24±1)℃条件下反应
15min。然后加入 3mL6.02mol/L的磷酸溶液 ,充分混合后放置 2min,加入 2mL质量分数 1%的阿
拉伯胶水溶液 ,充分混合 3～ 5min后在 700nm下用分光光度计测定吸光值 ,蒸馏水作参比 。
标准曲线的绘制:将纯化得到的李子果肉单宁样品配成质量浓度梯度为 0、 20、 40、 60、 80、
100mg/L的水溶液 ,各质量浓度取 0.3mL,加入 2.7mL蒸馏水后充分混匀。按以上步骤依次加入铁氰
化钾溶液 、三氯化铁溶液等试剂 ,最后测定吸光值并绘制成相应的标准曲线 。
1.2.4　可溶缩合单宁的测定
[ 9]
　取 1mL样品溶液 ,加入 6mL正丁醇-盐酸(95∶5,体积比 ,下同)溶
液 ,沸水浴 75min。冰水冷却后在 550nm下用分光光度计测定 ,空白液用蒸馏水。
标准曲线的绘制:将纯化得到的李子果肉单宁样品配成质量浓度梯度为 0、 20、 40、 60、 80、




　配制质量分数 0.004%的 DPPH·甲醇溶液 ,避光保存。加
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不同质量浓度的样品溶液 0.1和 3mL质量分数 0.004%的 DPPH·甲醇溶液于 10mL试管中 ,设 3个重
复 。摇匀后室温放置 30min,以甲醇溶剂做空白对照 ,测定其在 517nm处的吸光度值(A517)。另测










共振仪测定 。 120mg的缩合单宁用 1mL体积比为 95%的氘代丙酮溶液溶解后转移到 5mm直径的核
磁管中;在反转门控去偶条件下测定
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光脉冲宽度 3ns;在反射模式下 ,加速电压 20.0kV,反射电压 23.0kV;以 AngiotensinⅡ(1 046.5MW),
Bombesin(1 619.8MW), ACTHclip18～ 39 (2 465.2MW)和 Somatostatin28 (3 147.47MW)为外标。
DHB(10g/L的 30%丙酮溶液)为基质;缩合单宁样品(10g/L);基质和样品溶液均用 Dowex50×8～40
强酸型阳离子交换树脂(以 30%丙酮溶液进行平衡)进行充分的去离子处理;去离子后的样品溶液与




李子果肉总酚质量分数为 8.29% ±1.30%;可见李子果肉具有较高的总酚含量 ,植物单宁的多元
酚结构赋予其一系列独特的化学性质;单宁与蛋白质的结合是其最重要的特征 ,单宁与蛋白质结合的能











的图谱见图 1。从图 1中可以看出 ,李子果肉缩合单
宁的黄烷-3-醇结构单元的 B环主要为邻苯二酚型
(3′, 4′-OH),少有苯酚型(4′-OH)。原花青定的邻苯
二酚型(3′, 4′-OH)B环上 C3′和 C4′会在 δ145处产生
较强的峰 ,而苯酚型(4′-OH)B环在 δ145处没有峰出







李子果肉缩合单宁中黄烷-3-醇结构单元中 C2的化学位移出现在 δ75～85区域 ,以 δ80为顺式和
反式的分界线。顺式-黄烷-3-醇结构单元的 C2所产生的峰在 δ75～ 80处 。而顺式和反式对 C3的化
学位移影响不大 ,均为 δ73左右。在该单宁的
13









则归属于中间单元的 C4信号;较低磁场区域的信号 ,从 δ144.2到 δ157.5归属于苯环上的 C5、 C7、
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在反射模式下 ,利用 MALDI-TOF质谱以 DHB为基质对李子果肉缩合单宁进行了检测。实验结果
如图 2。在李子果肉缩合单宁的 MALDI-TOF质谱图中 ,通过计算发现:图 2中的所有离子峰能够分成











型连接 。在该条件下 , MALDI-TOF质谱能检测到李子果肉缩合单宁中从二聚到九聚物的存在 ,更高聚
合度的聚合物没有检测到 。
此外 ,除了 A系列的离子峰外 ,还检测到同样强度很高 、相邻离子峰等间隔同样为 m/z288左右的
离子峰系列(见图 2,表 1)。该离子峰系列(B)是:m/z995、 1283、 1571、 1858、 2146、 2435、 2722、 3011、
3299、 3586、 3875。通过逐个放大并仔细观察这些缩合单宁质谱图发现 ,该系列中各聚合度不同的聚合







图 2　李 MALDI-TOF反射模式质谱图 [ M+Cs] +(a)和三聚体的放大图(b)
　　Fig.2　MALDI-TOFpositivereflectronmodemassspectrumoftanninsfromP.salicinafruits
[ M+Cs] +(a)andtheenlargedspectrumoftrimer(b)




都会比 B型连接多丢失 2个氢原子 ,分子质量也相应的减少 2u。如果某一聚体的不同聚合物之间结构
单元的连接方式各不相同 ,那么在质谱图中就可能观测到一系列差值为 2u的对应离子峰系列 。所以
从表 1的数据可知:李子果肉的缩合单宁中存在 A型与 B型两种连接方式 ,而且相同聚体的不同聚合
物之间结构单元的连接方式也不相同 。该系列分子离子峰可检测到十三聚体(m/z3875)的存在(见表
1)。
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元的分子质量;a代表表儿茶酚在缩合单宁聚合物分子中的个数;b代表缩合单宁聚合物分子中存在 A
型连接的个数。表 1列出了李子果肉缩合单宁中从二聚到十三聚体的聚合物在 MALDI-TOF质谱图中
根据上述方程计算得到的 m/z值 ,和在质谱图中的观测值 。从图 2和表 1可以看出 ,李子果肉缩合单宁













理论分子质量 [ M+Cs] +/u
calculated[ M+Cs] +
观测分子质量 [ M+Cs] +/u
observed[ M+Cs] +
二聚物dimer 0 1 　711 　712
三聚物trimer
1 1 　997 　997
2 0 　995 　997
四聚物tetramer
1 2 1285 1285
2 1 1283 1283
五聚物dentamer
1 3 1573 1573
2 2 1571 1571
六聚物hexamer
1 4 1861 1860
2 3 1859 1858
七聚物heptamer
1 5 2149 2148
2 4 2147 2146
八聚物octamer
1 6 2437 2436
2 5 2435 2435
九聚物nonamer
1 7 2725 2724
2 6 2723 2722
十聚物decamer 2 7 3011 3011
十一聚物 undecamer 2 8 3299 3299
十二聚物 dodecamer 2 9 3587 3586
十三聚物 tridecamer 2 10 3875 3875







酸作为对照 。李子果肉缩合单宁和抗坏血酸的半数有效浓度(EC50)分别为 57.98和 78.09mg/L。较
低的 EC50值表示更高的自由基清除能力 ,李子果肉缩合单宁自由基清除能力高于抗坏血酸的自由基清








的可能性 ,同时也是各种自由基有效的清除剂 ,生成活性较低的多酚自由基 ,打断自由基氧化的链式反
应;其次 ,植物多酚可以邻位二酚羟基与金属离子螯合 ,减少金属离子对氧化反应的催化;再者 ,对于有
氧化酶存在的体系 ,如体内主要的氧自由基生成的源头 XOD,多酚对其有显著的抑制能力;植物多酚还











6　 林　产　化　学　与　工　业 第 28卷
构主要属于原花青定类型;在聚合物组成上 ,主要是由各聚合程度不同的原花青定的均聚物组成 ,且各
缩合单宁聚合物分子中同时存在 A型与 B型 2种连接方式。构成该单宁的黄烷-3-醇结构单元主要是
表儿茶酚。李子果肉缩合单宁的平均聚合度由 MALDI-TOF质谱测定的值为 5.3,平均分子质量为
1 583.7u。李子果肉总酚含量较高 ,其缩合单宁具有较强的 DPPH·自由基清除能力 ,是值得开发的天
然抗氧化剂 。
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